การแยกสารผสมของโปรตีนโดยกระบวนการตกผลึก by Somchai, Maosoongnern
สมชาย  เมาสูงเนิน : การแยกสารผสมของโปรตีนโดยกระบวนการตกผลึก  
(SEPARATION OF MIXTURES OF PROTEINS USING 
CRYSTALLIZATION) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ฉลองศรี ฟลดั,  
212 หนา้.  
 
 
ปัญหาหลักส าคญัในการท่ีจะได้มาซ่ึงผลิตภณัฑ์โปรตีนบริสุทธ์ิคือ การแยกโปรตีนท่ี
ตอ้งการออกมาจากโปรตีนท่ีมีอยูต่ามธรรมชาติ โดยให้มีความบริสุทธ์ิอยูใ่นระดบัท่ีอุตสาหกรรม
ตอ้งการใช ้กระบวนการตกผลึกของโปรตีนเป็นประบวนการแยกและท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิวิธีหน่ึง
ท่ีถูกใชน้อ้ยมากในอุตสาหกรรมทางชีวเคมี ถึงแมว้า่ผลิตภณัฑท่ี์แยกออกมาไดจ้ะมีความบริสุทธ์ิสูง 
มีอตัราการผลิตท่ีสูงและง่ายท่ีจะขยายขนาดการผลิต เน่ืองจากมีขอ้เสียในเร่ืองของการขาดขอ้มูล
ทางดา้นอุณหพลศาสตร์และจลนศาสตร์ ท่ีจะท าใหก้ระบวนการตกผลึกเป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพ 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษา ความเป็นไปไดท่ี้จะแยกโปรตีนไลโซไซมบ์ริสุทธ์ิออกจากสาร
ผสมของไลโซไซมแ์ละโอวลับูมิน โดยศึกษาและท าความเขา้ใจอุณหพลศาสตร์ จลนศาสตร์ และ
พฤติกรรมการตกผลึกของไลโซไซมจ์ากสารละลายเด่ียวและสารผสม 
ความสามารถในการละลายเป็นคุณสมบติัพื้นฐานของโปรตีนและสารโดยทัว่ไป ความรู้
และความเขา้ใจในความสามารถในการละลายของโปรตีน นั้นจ าเป็นอย่างยิ่งในการออกแบบและ
ปฏิบติัการการตกผลึกของผลิตภณัฑ์ต่างๆ ในระดบัอุตสาหกรรม ความสามารถในการละลายของ
โปรตีนไลโซไซม์จะเพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน ลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์
เพิ่มข้ึน และมีค่าลดลงเล็กนอ้ยเม่ือค่าความเป็นด่างของสารละลาย (pH) มากข้ึน ส าหรับการวดัค่า
ความเขม้ขน้ขน้ของโปรตีนในสารละลายผสมนั้นมีวธีิการวดัท่ีปรับปรุงข้ึนมาสองวธีิการคือ การใช้
อิเล็คโตรโฟรีซีสแบบโซเดียมโดเดคซิลซลัเฟตโพลีอะคริลาไมดเ์จลร่วมกบัการดูดกลืนแสงยวูี และ
การใชก้ารดูดซบัแสงยวูสี าหรับโปรตีนผสม การวดัค่าความสามารถในการละลายของโปรตีนท่ีข้ึน 
อยู่กับตวัแปรต่าง ๆ มีความส าคญัเป็นอย่างมากในการศึกษากระบวนการตกผลึกทั้งในระบบ
โปรตีนเด่ียวและระบบโปรตีนผสม 
เพื่อศึกษาท าความเขา้ใจการตกผลึกของโปรตีนให้มากยิ่งข้ึน ผูว้ิจยัได้ศึกษาจลนศาสตร์
ของโปรตีนดว้ยการสร้างแผนภาพวฏัภาคของโปรตีนไลโซไซม ์โดยใช้เคร่ืองสเต็มอินทิกริต้ีแบบ
สิบหลุม (STEM integrity 10 system) ซ่ึงความกวา้งของพื้นท่ีก่ึงสเถียรของแผนภาพวฏัภาคจะ
ข้ึนอยู่กบัสภาพของสารละลาย เช่น จะแคบลงเม่ือเติมเกลือเพิ่มลงไป ขอ้มูลท่ีไดจ้ากแผนภาพวฏั
ภาคน้ีสามารถน ามาใชเ้พื่อช่วยออกแบบและควบคุมกระบวนการตกผลึกได ้
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การตกผลึกแบบกะของไลโซไซม์ทั้งระบบโปรตีนชนิดเดียวและระบบโปรตีนผสมถูก
ศึกษาโดยการตกผลึกโดยใชต้วัล่อ โดยการตกผลึกจะเกิดข้ึนภายในพื้นท่ีก่ึงสเถียรของแผนภาพวฏั
ภาค เพือ่ใหแ้น่ใจวา่ไม่มีการเกิดผลึกใหม่เกิดข้ึน ซ่ึงกระบวนการตกผลึกประสบความส าเร็จในการ
ตกผลึกแยกโปรตีนไลโซไซมอ์อกมาจากทั้งระบบโปรตีนชนิดเดียวและระบบโปรตีนผสม ผลการ
ทดลองพบวา่กลไกการเติบโตของผลึกถูกควบคุมดว้ยกระบวนการการรวมตวักนัท่ีพื้นผิวของผลึก 
อตัราการเติบโตของผลึกข้ึนอยูก่บัก าลงัสองของค่าความเขม้ขน้ยิ่งยวดสัมพทัธ์ โอวลับูมินท่ีเจือปน
ลงไปในสารละลายจนถึงความเขม้ขน้ 67.5% ของความเขม้ขน้ของโปรตีนรวมไม่มีผลกระทบ
ส าคญัอะไรกบัการเติบโตของผลึก รวมทั้งความแตกต่างของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์
สามและส่ีเปอเซ็นต์ก็ไม่มีผลกระทบส าคญัอะไรกบัการเติบโตของผลึกด้วยเช่นกนั อย่างไรก็ดี
อุณหภูมิมีผลกระทบต่อการเติบโตของผลึกเป็นอย่างมาก ค่าคงท่ีของการเติบโตของผลึกมีค่า
เพิ่มข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิและเป็นไปตามความสัมพนัธ์ของอาร์รีเนียส 
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The main difficulty in accessing protein products is purifying the many 
proteins involved in natural products into pure protein fractions on an industrial scale. 
Protein crystallization is a separation/purification technique little used in the 
bioprocess industry despite the high purity levels and good separation factors 
obtained. One of the major drawbacks has been the lack of thermodynamic and 
kinetic data required for efficient crystallization. This thesis aims to study the 
possibility to separate pure lysozyme out of the mixtures of lysozyme and ovalbumin 
by understanding the thermodynamic and kinetic behavior of the crystallization of 
lysozyme from both pure and mixed solution. 
Solubility is a fundamental thermodynamics property of proteins and other 
species, and is essential knowledge to be able to design and operate industrial 
crystallizers for any product. The solubility of lysozyme increases with increasing 
temperature, decreases with increasing sodium chloride concentration, and is slightly 
reduced at higher values of the pH. Two modified techniques, SDS-PAGE gel + UV-
Vis and the UV-Vis for mixtures, were introduced for use in measurement of the 
concentration of proteins in mixtures. The measurement of solubility as a function of 
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the parameters is very important in studying the crystallization process in both pure 
and mixed protein systems. 
To extend the understanding of protein crystallization, the kinetics of protein 
crystallization were studied, with the phase diagrams of lysozyme being determined 
using the STEM integrity 10 system. The width of the metastable zone depends on the 
solution conditions, i.e. it is narrower when more salt is added to the mixture. The 
presence of the phase diagram offers the possibility to use the information for design 
and control the crystallization process.  
The batch crystallization of lysozyme for both pure and mixed systems was 
studied via a seeded crystallization process. The crystallization was performed within 
the metastable region to ensure that no nucleation occurs. The successful 
crystallization of tetragonal lysozyme crystal was performed for both pure and mixed 
protein systems. The growth kinetics is controlled by the surface integration 
mechanism. The crystal growth rates were found to be second order with respect to 
the relative supersaturation. There is no significant effect of ovalbumin impurity, up 
to the concentration of 67.5% (based on total protein), and NaCl concentrations of 3 
and 4%, on the growth of lysozyme crystal. The temperature has a greater effect on 
the growth of the crystal. The growth rate constants increase with increasing 
temperature and follow an Arrhenius relationship.  
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